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1.要約 
【背景】 Lipopolysaccharide (LPS) は、グラム陰性菌の細胞壁の構成成分であり、
敗血症をはじめ致死性疾患の原因として知られている。LPSは Toll様受容体 4 (TLR-
4) を介して作用し、炎症性サイトカインの産生を誘導する。TLR-4 のアダプター分
子としてMyD88が知られており、MyD88ノックアウトマウスに対して LPSを投与
した過去の研究により、炎症反応が起こらなかったことが確認されている。
Interleukin 33 (IL-33) は 2005年に発見され、気管支喘息、アレルギー性鼻炎、アト
ピー性皮膚炎などのアレルギー疾患に関与することが明らかとなっている。IL-33 は
受容体である ST2と IL-1R accessory proteinを介して作用し、炎症性サイトカイン
の産生を誘導する。MyD88 は ST2及び IL-1RAcpのアダプター分子であり、MyD88 
ノックアウトマウスに対して IL-33を投与した過去の研究により、炎症反応が抑制さ
れていたことが確認されている。MyD88は LPS及び IL-33による炎症反応において
重要なアダプター分子であるが、一方横隔膜筋の収縮における役割は明らかとなって
はいない。 
 
【目的】 本研究の目的は、LPS 及び IL-33 投与による MyD88 を介したシグナル伝
達が横隔膜筋収縮低下に関与することを明らかにすることである。 
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【方法】 1) LPS 投与の影響を検討する目的で、WT (BALB/c) マウスと MyD88 ノ
ックアウトマウスを実験に用いた。両群のマウスに対し LPS (10 mg/kg) を腹腔内投
与し、0, 2, 4, 24 h後に麻酔下で安楽死の後、横隔膜筋を摘出して筋小片を作製し、
Organ bath 内で電気刺激を加え測定した。測定は①張力-周波数曲線、②発生張力 
(TT) 、収縮時間 (CT) 、1/2弛緩時間 (HRT) 、その傾きとして TT/CT、(TT/2) /HRT、
③5分後の張力と開始時張力に対する比を疲労度 (Fatigability) として測定した。ま
た、NOS の局在を検討する目的で、各群における筋組織を摘出し、NADPH 
diaphorase 染色を行った。両群のマウスに対し肺胞洗浄 (BAL) を行い、液中の
Interleukin 4 (IL-4) とインターフェロン γ (IFN-γ) を ELISA で測定した。同様に
肺、横隔膜筋を摘出しホモジネートした後、蛋白を抽出し ELISAにより IL-4, IFN-
γ を測定した。2) IL-33 投与の影響を検討する目的で、WT マウスと MyD88 ノック
アウトマウスに対して IL-33 (0.2 μg) を腹腔内投与した後、LPS 投与実験と同様の
手順により実験を行なった。本実験では BAL 液中、肺、横隔膜筋を摘出しホモジネ
ートした後に ELISAにより IL-4, IL-5, IL-13, IFN-γを測定した。 
 
【結果】 1) LPS 投与の影響について、 (1) WT マウス群では WT-4, 24 では WT-0 
と比較し横隔膜筋収縮が有意に低下した。一方、MyD88 ノックアウトマウス群では
低下が見られなかった。 (2) NADPHではWT-2, 4, 24 はWT-0と比較し線維内の染
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色密度が有意に増加し NOSの局在が亢進していた。一方、MyD-0, 2, 4, 24 間では染
色性の亢進が認められなかった。 (3) ELISA では WT マウス群と MyD88 ノックア
ウトマウス群の肺組織中 IL-4 において WT-0 と比較して WT-2 で、MyD-0 と比較し
てMyD-2では有意に増加し、WTマウス群の IFN-γにおいてWT-0と比較してWT-
4では有意に増加した。MyD88ノックアウトマウス群の横隔膜筋組織中 IL-4と IFN-
γにおいてMyD-0と比較し、MyD-2では有意に増加した。 
2) IL-33投与の影響について、 (1) WTマウス群ではWT-2, 4, 24ではWT-0と比較
し横隔膜筋収縮が有意に低下した。一方、MyD88 ノックアウトマウス群では低下が
見られなかった。 (2) NADPH では WT-0 と比較し、WT-4, 24 は線維内の染色密度
が有意に増加していた。一方、MyD-0, 2, 4, 24 間では染色性の亢進が認められなか
った。 (3) ELISAではWTマウス群の肺組織中 IL-5と IL-13においてWT-0と比較
し、WT-2, 4は有意に増加した。MyD88ノックアウトマウス群の肺組織中 IL-4、IL-
5、IL-13 と IFN-γ において経時的な変動は確認されなかった。WT マウス群の横隔
膜筋組織中 IL-5 と IL-13 において WT-0 と比較し、WT-2, 4 は有意に増加した。
MyD88 ノックアウトマウス群の横隔膜筋組織中 IL-4、IL-5、IL-13 において経時的
な変動は確認されなかったが、IFN-γにおいてMyD-0と比較しMyD-24で有意に減
少していた。 
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【結論】 LPS及び IL-33投与において、WTマウスでは横隔膜筋の収縮低下をきた
し、筋疲労を生じることが明らかとなった。一方、MyD88ノックアウトマウスで
は、横隔膜筋の収縮低下がみられなかった。MyD88 を介したシグナル伝達経路が横
隔膜筋収縮低下反応において主に関与していることが示された。 
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2.略語表  
TNF-α: Tumor necrosis factor-alpha 
LPS: Lipopolysaccharide 
LBP: Lipopolysaccharide Binding Protein 
TLR4: Toll Like Receptor 4 
MD-2: Myeloid Differentiation factor 2 
MyD88: Myeloid Differentiation protein-88  
NF-κB: Nuclear Factor-kappa B 
IRF: Interferon Regulatory Factor 
DIC: Disseminated Intravascular Coagulation 
IL: Interleukin 
TRIF: TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 
TRAF-6: TNF receptor associated factor-6 
TRAM: TRIF-related adaptor molecule 
TBK-1: Serine/threonine kinase 
IKK-i: Inducible I kappa-B kinase 
IRAK: IL-1 Receptor Associating Kinase 
Th2: T helper 2IL-1RAcp: IL-1R Accessory protein 
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ST2: Stimulation Expressed Gene 2 
MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 
BALF: Bronchoalveolar Lavage Fluid 
ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 
TT: Twitch Tension 
CT: Contraction Time 
HRT: Half Relaxation Time 
NADPH: Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate 
NOS: Nitric Oxide Synthase 
WT: Wild type 
IFN-γ: Interferon-gamma 
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3.研究背景 
横隔膜筋 
呼吸筋は呼吸時に胸郭の拡大、収縮を行う筋肉であり、横隔膜筋、肋骨間に存在
する肋間筋、胸郭に付着する頸部や胸部の呼吸補助筋、そして腹筋から構成され
る。その中でも横隔膜筋は、吸気筋として主要な役割を担う骨格筋であり、その収
縮により胸郭内は陰圧となり、肺は受動的に拡張する。そのため、横隔膜筋の収縮
力の低下は、呼吸運動の仕事量を増大させ、呼吸困難や呼吸不全を引き起こす。ま
たこの仕事量の増大に伴い、呼吸筋疲労が顕著となり、更に筋収縮力の低下につな
がるといった悪循環をも生じさせる。このように、横隔膜筋の筋収縮力低下、筋疲
労と呼吸運動との関係は密接である。 
  
エンドトキシンと生体反応 
横隔膜筋の筋収縮力が低下する原因の一つとして、敗血症ショック時に誘導される
炎症性サイトカイン (Tumor necrosis factor-alpha : TNF-α) 1) や、フリーラジカル
によって引き起こされる細胞性傷害が挙げられる。敗血症の原因である
Lipopolysaccharide (LPS) は、グラム陰性菌の細胞壁の構成成分で、脂質であるリピ
ド Aに、コア多糖と O抗原多糖から構成される多糖部分が結合した構造をとる。LPS
はグラム陰性菌、ほこりの中などに含まれ、それらの経気道的曝露によりマクロファ
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ージが気道上皮に動員され TNF-α などの炎症性のサイトカインの放出や、NO など
の炎症性生理活性分子の増加が報告されている 2-4)。LPSの経気道的曝露のみならず、
腹腔内への投与によってもマクロファージを介したサイトカインの産生が報告され
ている 5-8) 。LPS は糖蛋白である Lipopolysaccharide binding protein (LBP)と複
合体を形成し、CD14と結合して樹状細胞、単球、マクロファージなどの免疫担当細
胞を活性化させる 9)。CD14 と共に LPSの受容体である Toll like receptor 4 (TLR4) 
は、LPS を認識する上で欠かせない脂質結合性タンパク質である Myeloid 
Differentiation factor 2 (MD-2) と複合体を形成し、LPSを認識すると、アダプター
分子であるMyeloid differentiation protein-88(MyD88)がシグナルを伝達することに
より、Nuclear factor-kappa B (NF-κB) や Interferon regulatory factor (IRF) など
の転写因子が活性化され、誘導型一酸化窒素合成酵素 iNOSや TNF-α,IL-6,IL-8など
の炎症性サイトカインが気道及び腹腔内のマクロファージから産生される 2-8,10,11) 。
血液中では LPS によって刺激を受けた単球、マクロファージなどから産生される
TNF-α などの炎症性サイトカインが血液中の好中球エラスターゼを産生し、好中球
エラスターゼが血管内皮細胞を障害する 12-14) 。敗血症などの場合、何らかの原因に
より LPS が腹腔内、あるいは血液中に入った場合は、血液循環を介した全身反応と
なり、腹腔内や血液中に産生されたサイトカインが臓器に至る。敗血症では血管透過
性の亢進により、菌体成分である LPS が血管内に漏れ出た後、血液を介した全身循
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環からLPSが横隔膜筋に至り、横隔膜筋表面のTLR4に結合することが推測される。
こうして誘導された因子が生体内の腹腔内や血液中を介した全身循環により、全身で
の炎症反応が惹起され、末梢血管拡張による循環不全や Disseminated intravascular 
coagulation (DIC) の合併、細胞障害、さらに臓器障害が起こり、最悪の場合死に至
る。LPS の腹腔内投与では腹腔に面している横隔膜筋においてもマクロファージや
NOS を介した横隔膜筋障害が起こり、その筋収縮力が低下すると考えられる 15-17)。
そのため、呼吸運動に障害が生じ、呼吸困難や呼吸不全を誘発させる可能性が高く、
LPSを起因とした呼吸不全についての報告がされている 18) 。 
 
インターロイキン 33と生体反応 
インターロイキン 33 (Interleukin 33: IL-33) はインターロイキン 1 (Interleukin 
1: IL-1) ファミリーに属するサイトカインとして、2005年に Schmitz らにより発見
された 19) 。IL-33の産生細胞として上皮細胞、内皮細胞、線維芽細胞、マクロファー
ジ、樹状細胞、マスト細胞などが知られている 20,21) 。IL-33は T細胞、B細胞、IgE、
NKT細胞などの獲得免疫系だけではなく、グループ 2自然リンパ球 (ILC2)を介した
自然免疫系によっても気道炎症を惹起すると報告されており、IL-33 が ILC2 を刺激
すると IL-5 や IL-13 などの T helper 2 (Th2)サイトカインが ILC2 から産生される 
22-24) 。IL-33の受容体は IL-1受容体ファミリーの IL-1RL1 (ST2) と IL-1R accessory 
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protein (IL-1RAcp) のヘテロ二量体である 20) 。ST2はマスト細胞、好酸球、好塩基
球、Th2細胞、ILC2、樹状細胞、NKT細胞などの免疫細胞や上皮細胞などで発現し
ている。ILC2は 2010年に小安、茂呂らにより発見され、皮膚や腸管、肺などの部位
に存在し、腹腔内の脂肪組織においても存在しており、IL-33 の受容体を発現してい
る細胞である 25) 。細胞核内に存在している IL-33 は、ウイルスなどの病原体や化学
的刺激、物理的障害などによりネクローシスがおこり、活性化された IL-33が核から
遊離されて、マスト細胞などの ST2 発現細胞に作用すると考えられており、パパイ
ン、インフルエンザウイルス感染などにより IL-33の遊離がみられることが報告され
ている 26) 23) 。一方、アポトーシスの場合は caspase-3や caspase-7といったタンパ
ク分解酵素により IL-33が失活され、炎症の誘導は見られないことが報告されている
27) 。IL-33 刺激により、気道上皮のみならず腹腔内の脂肪細胞においても ILC2 が
IL-5, IL-13といった Th2サイトカインを産生することが知られている 24,25,28) 。IL-
33は気管支喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎などのアレルギー疾患や他の
様々な疾患（慢性関節リウマチ、ウイルス感染、神経疾患など）の発症や悪化に関与
することが明らかとなっている 29-36) 。好酸球増多タイプの COPD（慢性閉塞性肺疾
患）において IL-33が上昇していることが報告されている 37) 。COPDにおいてウイ
ルス感染などによる気道上皮へのダメージで IL-33 が気道上皮から放出され、IL-33
が Th2 細胞や ILC2 を刺激することで IL-5 や IL-13 の産生が亢進し、好酸球の増多
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やムチン産生の亢進を経て COPD の病態悪化に関与するという報告もされている 
38) 。IL-33の腹腔内投与では腹腔に面している横隔膜筋においてもマクロファージや
NOS を介した横隔膜筋障害が起こり、その筋収縮力が低下すると考えられる  15-
17,39,40)。 
 
横隔膜筋収縮低下と疾患の関係 
横隔膜筋収縮低下については、敗血症における横隔膜筋収縮低下が発表されてから、
LPS による細胞性障害がその機序として注目されてきた 18) 。また COPD における
横隔膜筋収縮低下についての報告がされており、COPD の疾患名が使用される前の
1948 年頃から肺気腫と横隔膜筋との関連について報告されてきた 41-43) 。COPD の
治療において呼吸筋トレーニングを実施することにより症状の軽減に繋がるという
報告も 1970年代より報告がされている 44-46) 。COPDと横隔膜筋との関連について
の研究は、近年 CTなどを用いた画像診断の進展により横隔膜筋の状態が確認できる
こととなったことや、COPD自体の患者数増加及び死亡者数の増大で注目されている
ことにより近年報告が増えてきている 47-50) 。COPDの疾患進行で肺胞破壊などの要
因により動的過膨張が生じることにより、横隔膜の運動障害が生じていると考えられ
てきたが、過膨張に関わらず横隔膜筋収縮が障害されていることも明らかとなってい
る 51,52) 。また気管支喘息と横隔膜筋収縮との関連については、1950年代より報告が
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されており、COPDと同様に呼吸筋トレーニングを実施することにより、気管支喘息
の症状の緩和などが報告されてきた 53-56) 。気管支喘息患者において，その呼吸筋疲
労は増大し、それに伴い呼吸困難や呼吸不全を引き起こすことが知られている 57) 。
横隔膜筋においてLPSを投与後にその筋収縮力は低下することが報告されている 58) 。
IL-33 投与により横隔膜筋収縮低下について検討した試験の報告はないが、IL-33 に
より炎症性サイトカインである TNF-α や NOS が上昇することが報告されている 
39,59) 。TNF-α や NOS により横隔膜筋疲労が生じ、収縮力減弱にいたることが考え
られる。当研究室では、OVA を投与したマウスの横隔膜筋収縮力低下と ICS/LABA
の投与による防御効果についての研究を行い、OVA アレルギー気道炎症モデルマウ
スでは横隔膜筋の収縮力の低下をきたし、筋疲労を生じる事が明らかとなった。また、
NADPH染色性の増強、サイトカインの産生増加を来し、ICS/LABAの投与により収
縮力の低下と NADPH染色性の増強、サイトカイン産生が防御されていた 60) 。 
 
LPSのシグナル伝達経路におけるMyD88 
LPS のシグナル伝達経路に関して MyD88 ノックアウトマウスに対して LPS を投
与した過去の研究により、炎症反応が抑制されていたことが確認されていることから、
炎症反応においてはMyD88 が主に関与していると考えられる 61,62) 。一方、MyD88
に依存しない経路である TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 
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(TRIF) 依存経路もその後の研究において発見され、LPS の刺激により TRIF が
TRIF-related adaptor molecule (TRAM) を介して TLR4と結合すると、リン酸化酵
素である Serine/threonine kinase (TBK-1) と (Inducible I kappa-B kinase) IKK-i
が活性化され、転写因子である IRF-3 をリン酸化することで IFN-β などのタイプ 1
インターフェロンを誘導し、TRAMが TNF receptor associated factor-6 (TRAF-6) 
を介して NF-κBの経路が活性化させ、IL-4、IL-5や IL-13などの Th2 サイトカイ
ンの産生にも関わる 63,64) (Fig1-A) 。LPS投与による横隔膜筋の収縮低下について、
MyD88 が関与しているのか、もしくは TRIF シグナル伝達経路が関与することによ
り生じているのかは明らかとなっていない。 
 
IL-33のシグナル伝達経路におけるMyD88 
 IL-33のシグナル伝達経路に関して、ST2と IL-1RAcp受容体に IL-33が結合し、
アダプター分子である MyD88 を介してシグナル伝達をおこない IL-1 Receptor 
Associating Kinase (IRAK) -1、IRAK 4、TRAF-6 を介して、Mitogen-Activated 
Protein Kinase (MAPK)、NF-κBの経路が活性化し、IL-4、IL-5や IL-13などの Th2 
サイトカイン、TNF-α、IL-6、iNOSの産生が亢進する 26,65,66) (Fig1-B) 。MyD88ノ
ックアウトマウスに対して IL-33を投与した過去の研究により、炎症反応が抑制され
ていたことが確認されていることから、炎症反応においてはMyD88が主に関与して
14 
 
いると考えられる 67) 。IL-33による横隔膜筋の収縮低下について、MyD88 が関与し
ているのか、もしくは異なるシグナル伝達により生じているのかは明らかとなってい
ない。 
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4.研究目的 
本研究の目的は、ワイルドタイプ (WT) 及びMyD88ノックアウトマウスを用い
て、LPS及び IL-33投与によるMyD88を介したシグナル伝達が横隔膜筋収縮低下
に関与することを明らかにすることである。 
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5.研究方法 
5-1 動物 
 WTマウスとして BALB/cマウス (Japan SLC, Inc, Shizuoka) 及びMyD88ノッ
クアウトマウスをオリエンタルバイオ（株）から購入し、動物実験施設で繁殖させ
たマウス総計 238頭 (27.7 ± 0.5 g) を使用した。また、本研究は東北大学動物実験
計画書 (2015医動-017、2016医動-051、2016 医組換-013) の許可のもとに行なっ
た。 
 
5-2 LPSの投与 
 WT マウス及び MyD88 ノックアウトマウスに対して大腸菌 (E. coli) 由来の LPS 
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka) を 10 mg/kgを腹腔内投与した。LPS
投与量の設定は過去に当研究室から報告された論文を参照の上設定した 68) 。 
 
5-3 IL-33の投与 
WTマウス及びMyD88 ノックアウトマウスに対して IL-33 (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd., Osaka) を 0.2 μg腹腔内に投与した。IL-33の投与量の設定は過去
に報告された論文を参照の上設定した 69) 。投与量決定に際して、横隔膜筋の研究に
17 
 
おいて IL-33を投与して研究を行った報告が無かった為、他の報告を参考に設定した。 
過去の論文から IL-33の 0.2 μg の腹腔内投与により、0 日目より IL-5 とマクロファ
ージが上昇したとする論文 69)、IL-33 の 0.1 μg の腹腔内投与により 3 時間後から好
中球が上昇したとする論文から 59)、IL-33 の 0.2 μg の腹腔内投与により横隔膜筋へ
の影響が得られると考え、今回の研究の投与量とした。 
 
5-4 横隔膜摘出方法 
 実験動物は、5-2~5-3に示した方法により薬剤を投与したすべての群において薬剤
投与後 0時間後 (WT-0、MyD-0) 、2時間後 (WT-2、MyD-2) 、4時間後 (WT-4、
MyD-4) 、24時間後 (WT-24、MyD-24) に麻酔下で断頭し、直ちに開腹し横隔膜を
摘出した。横隔膜筋の処置として、摘出した横隔膜筋は 95%O2 + 5%CO2でバブリ
ングされた Krebs-Henseleitバッファー (Table 1) 内で、左右から一片ずつ幅約 3-4 
mmの筋小片を作製した。 
 
5-5 筋収縮力測定 
 5-4に従って摘出し、作製した筋小片を Organ bath内に移動し、その肋骨側をピ
ンで固定して、中心腱側を張力トランスデューサー (UL-100GR, Minebea Co., 
Fujisawa) に接続させた。その後、筋小片の長さを 0.5 mmずつ伸ばし、電気刺激
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装置 (SEN-3201, Nihon Kohden, Tokyo) で刺激を行いながら、最も高い張力が得
られる長さを検索し、その最も高い張力が得られる長さで固定して以下の測定を行
なった。一定電流 (Constant Current) で電気刺激を行い、張力-周波数、単一パル
ス刺激による測定を行なった。測定は、コンピューターのプログラムにより、① 1, 
10, 20, 30, 50, 70, 100, 120 Hzの周波数で刺激した時の張力-周波数曲線測定モー
ド、② 単一パルス刺激による単一収縮 (twitch) における張力のピークの値を
twitch tension (TT, N/cm2) 、収縮開始から張力がピークに達するまでの時間
contraction time (CT, msec) 、ピークから半分弛緩する時間 half relaxation time 
(HRT, msec) 、その傾きとして TT/CT、(TT/2) /HRTを計算するモード、③ 20㎐
の刺激を 60回/分で 5分間繰り返し行い、5分後の張力と開始時張力に対する比を疲
労度 (Fatigability) とするモード、を順次切り替えて測定した。①の 1, 10, 20, 30, 
50, 70, 100, 120 Hzの周波数で刺激した時の張力-周波数曲線測定モードで得られた
最も高い張力の値をピーク値として記載した。②の単一パルス刺激では 1 Hzの周波
数を用いた。5-4, 5-5の手順については過去に発表された論文と同様の方法にて実施
した 70-77) 。張力-周波数曲線で得られる結果で、複数の周波数刺激により収縮する
力が弱くなる、すなわち張力上昇が生じなくなることは、何かしらの原因で横隔膜
筋収縮力が低下していることを示し、逆に複数の周波数刺激により張力上昇が強い
ということは、薬物などによる影響による横隔膜筋の収縮が低下していないという
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ことを示す。その状態を測定する目的で.張力-周波数曲線モードを測定した。単一パ
ルス刺激による単一収縮における張力のピークの値 TTについては、1Hzでの 1回
の刺激で得られた収縮の強さを表し、収縮が弱い場合は、何かしらの原因により強
い収縮が阻害されていることを示す。また、CTは 1回の刺激でピークに達する時間
が短いか長いかを検討する目的で測定しており、仮に TTが高く(収縮が十分得ら
れ)、CTのみが短い場合は、速筋など収縮反応性が高い筋肉であることを示し、TT
に変動がなく CTのみが長い場合は、遅筋など収縮反応性が遅い筋肉であることを
示す。一方収縮のピーク(TT)が低くなるケースにおいて CTが短い場合は筋肉が十
分な収縮が得られない場合であり、長い場合は収縮が正常な状態に近いことを示し
TTが低い場合は TTが高い場合とは結果の解釈が逆になる。HRTは収縮した際の
ピークから 50%まで弛緩するまでの時間であり、仮に TTが高く(収縮が十分得ら
れ)、HRTのみが短い場合は、速筋など反応性が高く早い筋肉であることを示し、
TTに変動がなくHRTのみが長い場合は、遅筋など反応性が遅い筋肉であることを
示す。一方収縮のピーク(TT)が低くなるケースにおいて HRTが短い場合は筋肉が十
分な収縮が得られない状態から収縮している場合であり、長い場合は収縮が正常な
状態に近いことを示し TTが低い場合は TTが高い場合とは結果の解釈が逆になる。
TT/CTは収縮開始からピークまでの傾きを示し、仮に TTに高く(収縮が十分得ら
れ)、TT/CTが高い場合は、CTが短く速筋など反応性が高い筋肉であることを示
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し、TTが高く(収縮が十分得られ)、TT/CTが低い場合は、CTが長く遅筋など反応
性が低い筋肉であることを示す。一方収縮のピーク(TT)が低くなるケースにおいて
TT/CTが低い場合は、筋肉が十分な収縮力と収縮までの時間が得られない場合であ
り、高い場合は十分な収縮力と収縮までの時間が得られて正常な状態に近いことを
示し、TTが低い場合は TTが高い場合とは結果の解釈が逆になる。(TT/2) /HRT は
ピークから 50%弛緩するまでの傾きを示し、仮に TTが高く(収縮が十分得られ)、
(TT/2) /HRTが高い場合は、HRTが短く速筋など弛緩の反応性が高い筋肉であるこ
とを示し、TTに変動がなく(TT/2) /HRTが低い場合は、HRTが長く遅筋など弛緩
の反応性が低い筋肉であることを示す。一方収縮のピーク(TT)が低くなるケースに
おいて(TT/2) /HRTが低い場合は筋肉が十分な収縮力と弛緩までの時間が得られな
い場合であり、高い場合は十分な収縮力と弛緩までの時間が得られて正常な状態に
近いことを示し、TTが低い場合は TTが高い場合とは結果の解釈が逆になる。
Fatigability は 20㎐の刺激を 60回/分で 5分間繰り返し行い、5分後の張力と開始
時張力に対する比を表すが、仮に開始時の張力が高く(収縮が十分得られ)、5分後の
張力の比が低い場合は、筋肉の疲労が強いことを示す。一方、開始時の張力が低く
なるケースにおいては、5分後の張力の変化が乏しくなり、逆に 5分後の張力の比
が高くなり筋疲労状態を示し、5分後の張力の比が低い状態が正常に近い状態を示
す。 
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5-6 NADPH染色 
 NADPH 染色は NOS の局在を調べる目的でおこなった 78,79) 。LPS と IL-33 投与
による NOS の産生に関わるシグナル伝達経路が MyD88 依存経路なのか、TRIF 依
存経路なのかを確認する目的でWTマウス及びMyD88ノックアウトマウスに対して
NADPH染色濃度を測定した(Fig.1)。5-2, 5-3に示したWT-0、MyD-0、WT-2、 MyD-
2、WT-4、MyD-4、WT-24、MyD-24に対して 5-4に従って摘出し、作製した筋小片
をドライアイス-アセトンで固定後、O.T.C Compound (Sakura Finetechnical Co., 
Ltd. Tokyo) で凍結包埋し、クリオスタットで 10 µmに薄切後、60分間風乾した。1 
M Tris-HCl (pH8.0, Nippon Gene Co., Ltd. Toyama) 10 mlを蒸留水で 100 mlにメ
スアップし、0.2% Polyoxyethelene (10) Octylphenyl Ether (Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd. Osaka) 0.2 ml, 0.2 mM Nitro Blue Tetrazolium (Wako Pure 
Chemical Industries, Ltd. Osaka) 14.97 mg、1 mM β-NADPH (Oriental Yeast Co., 
Ltd. Tokyo) 83.34 mgを加え、37℃で 40分 incubationし発色させた。その後脱水、
透徹を行い、封入後、顕鏡し、同時に写真撮影を行った。筋線維断面積における染色
の濃度は、NIH-imageを用いて計測し、arbitrary unit (a.u.) にて評価した。NADPH
染色の手順については過去に発表された論文と同様の方法にて実施した 68,70,74,75) 。 
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5-7  Interleukin-4, 5, 13,IFN-γの測定 
 LPSと IL-33投与による炎症反応のシグナル伝達経路がMyD88依存経路なの
か、TRIF依存経路なのかを確認する目的でWTマウス及びMyD88ノックアウトマ
ウスに対して IL-4と IFN-γ (LPS投与マウス) 、IL-4、IL-5、IL-13と IFN-γ (IL-
33投与マウス)を測定した (Fig.1)。5-2~5-4に示したWT-0、MyD-0、WT-2、 
MyD-2、WT-4、MyD-4、WT-24、MyD-24のマウスを麻酔で安楽死の上で、主気管
支を露出し、24ゲージのベニューラ針を主気管支に差し込んだ。内筒を抜き、外筒
は気管支内に留置し、1.0 ml シリンジを接続して、PBS 0.5 mlを気管支内に注入し
て洗浄、回収する操作を 2回行った。この回収液 BALFを 4℃、2200 rpm、10 min
で遠心後、上清中のサイトカイン IL-4と IFN-γ (LPS投与マウス) 、IL-4、IL-5、
IL-13と IFN-γ (IL-33投与マウス) の産生量を Enzyme-Linked Immuno Sorbent 
Assay (ELISA) 法により測定した。又、肺と横隔膜を摘出し、MinuteTM (Invent 
Biotechnologies, INC, Eden Prairie, USA) を用い、それぞれの臓器を homogenize
して蛋白を抽出し、同様に IL-4と IFN-γ (LPS投与マウス) 、IL-4、IL-5、IL-13
と IFN-γ (IL-33投与マウス) を ELISA法で測定した。今回、LPSと IL-33を腹腔
内に投与した研究であるが、気道炎症の変化、肺組織の炎症の変化を合わせて検討
する目的で、過去に当研究室で実施した研究と同様に、BAL中と肺組織中のサイト
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カインの産生についても測定を行った。 
 
5-8 統計解析 
 張力-周波数曲線全体、各周波数の張力、単一収縮の各パラメーター、BALF中、
肺組織中、横隔膜筋組織中の IL-4、IL-5、IL-13と IFN-γの測定値はmean ± SE 
(平均 ± 標準誤差) で表し、比較には一元配置分散分析 (one-way ANOVA) を行
い、多重比較には Fisher's PLSD 法を用いて比較し、p < 0.05を統計学的有意とし
た。統計解析ソフトは JMP ver11.0 (SAS Institute, North Carolina, USA) を使用
した。張力-周波数曲線全体については#: p < 0.05, ##: p < 0.01, ###: p < 0.001 で記載
し、各周波数の張力、単一収縮の各パラメーター、BALF中、肺組織中、横隔膜筋
組織中の IL-4、IL-5、IL-13と IFN-γは*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p< 0.001 で記
載した。 
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6.研究結果 
6-1 LPSの投与による反応 
6-1-1収縮特性 
 張力-周波数曲線において LPSを投与したWTマウスのWT-0のピーク値は
18.5±1.3 N/cm2、WT-2のピーク値は 16.2±0.7 N/cm2、WT-4のピーク値は 13.9±1.1 
N/cm2、WT-24のピーク値は 10.5±1.1 N/cm2であり、WT-0と比較しWT-4とWT-
24では有意に下方にシフトした (Fig 2A) 。一方 LPSを投与したMyD88 ノックア
ウトマウスのMyD-0のピーク値は 20.5±1.4 N/cm2、MyD-2のピーク値は 22.3±2.7 
N/cm2、MyD-4のピーク値は 17.6±1.4 N/cm2、MyD-24のピーク値は
22.1±1.8N/cm2であり、経時的変化は見られなかった (Fig2-B) 。単一パルス刺激で
は単収縮の大きさを示す Twitch Tension (TT, N/cm2) において、LPSを投与した
WTマウスのWT-0の値は 3.9±0.3 N/cm2、WT-2の値は 3.5±0.2 N/cm2、WT-4の値
は 2.8±0.2 N/cm2、WT-24の値は 2.1±0.3 N/cm2であり、WT-0と比較しWT-4、
WT-24では有意に低く、経時的に横隔膜筋の収縮低下がみられた。LPSを投与した
MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 4.7±0.5 N/cm2、MyD-2の値は
5.0±0.6 N/cm2、MyD-4の値は 4.1±0.4 N/cm2、MyD-24の値は 5.9±0.6 N/cm2であ
り、MyD-0と比較しMyD-24では有意に上昇した (Fig 3-A) 。収縮開始からピーク
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までの時間を示す Contraction Time (CT, msec) において、LPSを投与したWTマ
ウスのWT-0の値は 32.2±0.8 msec、WT-2の値は 32.4±0.8 msec、WT-4の値は
33.3±1.3 msec、WT-24の値は 28.1±1 msecでありWT-0と比較しWT-24では有意
に低下した。MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 34.7±2.1 msec 、MyD-2
の値は 37.3±1.3 msec、MyD-4の値は 35±2.1 msec、MyD-24の値は 36.7±2.3 msec
であり、経時的変化は見られなかった (Fig 3-B) 。ピークから半分弛緩する時間を
示す Half Relaxation Time (HRT, msec) において、LPSを投与したWTマウスの
WT-0の値は 30.7±1.9 msec、WT-2の値は 26.7±1.2 msec、WT-4の値は 27.8±0.8 
msec、WT-24の値は 25.6±1.2 msecでありWT-0と比較しWT-24では有意に低下
した。MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 32.7±2.3 msec、MyD-2の値は
34.7±1.8 msec、MyD-4の値は 32±4.6 msec、MyD-24の値は 37.7±1.2 msecであ
り、経時的変化は見られなかった (Fig 3-C) 。刺激開始時の張力に対する 5分後の
張力の比を示す Fatigability (%) において、LPSを投与したWTマウスのWT-0の
値は 34.8±3%、WT-2の値は 43.8±2.8%、WT-4の値は 37.6±2.3%、WT-24の値は
53.2±5.4%でありWT-0と比較しWT-24では有意に上昇した。MyD88 ノックアウト
マウスのMyD-0の値は 34.7±2.8%、MyD-2の値は 37±4%、MyD-4の値は
28.9±3.8%、MyD-24の値は 40.7±4.3%であり、経時的変化は見られなかった (Fig 
3-D) 。単一収縮の傾きを示す TT/CT (N/cm2/sec) において、LPSを投与したWT
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マウスのWT-0の値は 122.2±10.1 N/cm2/sec、WT-2の値は 108.4±8.5 N/cm2/sec、
WT-4の値は 84.5±6.2 N/cm2/sec、WT-24の値は 76.3±10.8 N/cm2/secでありWT-0
と比較しWT-4、WT-24では有意に低下した。MyD88ノックアウトマウスのMyD-
0の値は 138.9±19.3 N/cm2/sec、MyD-2の値は 133.8±14.8 N/cm2/sec、MyD-4の値
は 117.7±6.4 N/cm2/sec、MyD-24の値は 158.0±9.2 N/cm2/secであり、経時的変化
は見られなかった (Fig 3-E) 。同様に単一収縮の傾きを示す(TT/2) /HRT 
(N/cm2/sec) において、LPSを投与したWTマウスのWT-0の値は 66.1±6.4 
N/cm2/sec、WT-2の値は 67.5±6.8 N/cm2/sec、WT-4の値は 50.6±3.6 N/cm2/sec、
WT-24の値は 41.8±5.6 N/cm2/secであり、WT-0と比較しWT-24では有意に低下し
た。MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 72.9±8.9 N/cm2/sec、MyD-2の値
は 72.5±8.3 N/cm2/sec、MyD-4の値は 66.1±3.7 N/cm2/sec、MyD-24の値は
77.9±5.8 N/cm2/secであり、経時的変化は見られなかった (Fig 3-F) 。 
 
6-1-2 NADPH染色 
 NOSの局在を示すNADPH染色において、LPSを投与したWTマウスのWT-0
の平均 Density値 (a.u.) は 75.8±4.8 a.u.、WT-2の値は 153.4±6.1 a.u.、WT-4の値
は 160.8±6.3 a.u.、WT-24の値は 224.8±7 a.u.であり、WT-0と比較しWT-2、WT-
4、WT-24では有意に染色性が増強した。一方 LPSを投与したMyD88 ノックアウ
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トマウスのMyD-0の平均 Density値 (a.u.) は 75.7±2.9 a.u.、MyD-2の値は
87.9±3.3 a.u.、MyD-4の値は 85.2±2.9 a.u.、MyD-24の値は 95.5±4.1 a.u.であり、
経時的変化は見られなかった (Fig 4) 。 
 
6-1-3 IL-4, IFN-γの計測 
6-1-3-1 BALF中の IL-4, IFN-γの計測 
 ELISAにて測定した BALF中の IL-4 (pg/ml) に関して、LPSを投与したWTマ
ウスのWT-0の値は 3.3±0.9 pg/ml、WT-2の値は 4.2±2.0 pg/ml、WT-4の値は
1.3±0.2 pg/ml、WT-24の値は 0.8±0.4 pg/ml であり、MyD88ノックアウトマウスの
MyD-0の値は 8.2±3.1 pg/ml、MyD-2の値は 10.1±2.2 pg/ml、MyD-4の値は
7.4±3.4 pg/ml、MyD-24の値は 15.9±11.8 pg/ml であり、いずれの群も経時的変化
は見られなかった (Fig 5-A) 。ELISAにて測定した BALF中の IFN-γ (pg/ml) に
関して、LPSを投与したWTマウスのWT-0の値は 67.9±11.9 pg/ml、WT-2の値は
89.1±16.0 pg/ml、WT-4の値は 42.5±10 pg/ml、WT-24の値は 28.5±8.8 pg/mlであ
り、MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 81.4±33.5 pg/ml、MyD-2の値は
68.4±11.1 pg/ml、MyD-4の値は 56.7±13.1 pg/ml、MyD-24の値は 86.1±46.7 pg/ml
であり、いずれの群も経時的変化は見られなかった (Fig 5-B) 。 
6-1-3-2 肺組織の IL-4, IFN-γの計測 
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 ELISAにて測定した肺組織中の IL-4 (pg/ml) に関して、LPSを投与したWTマ
ウスのWT-0の値は 136.3±7.7 pg/ml、WT-2の値は 192.1±10.8 pg/ml、WT-4の値
は 114.1±16.8 pg/ml、WT-24の値は 123.8±18.9 pg/ml であり、MyD88 ノックアウ
トマウスのMyD-0の値は 168.2±37.5 pg/ml、MyD-2の値は 228.1±30.5 pg/ml、
MyD-4の値は 145.2±33.7 pg/ml、MyD-24の値は 138±27.3 pg/ml であり、WT-0と
比較しWT-2で、MyD-0と比較しMyD-2で有意に上昇した (Fig 5-C) 。ELISAに
て測定した肺組織中の IFN-γ (pg/ml) に関して、LPSを投与したWTマウスのWT-
0の値は 277.5±15.7 pg/ml、WT-2の値は 376.5±32.5 pg/ml、WT-4の値は
593.6±65.8 pg/ml、WT-24の値は 288.2±26 pg/ml であり、WT-0と比較しWT-4で
有意に上昇した。MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は 506.3±154.8 
pg/ml、MyD-2の値は 454.8±38.7 pg/ml、MyD-4の値は 428.1±124.1 pg/ml、MyD-
24の値は 424.3±88 pg/ml であり、経時的変化は見られなかった (Fig 5-D) 。 
 
6-1-3-3 横隔膜筋の IL-4, IFN-γの計測 
 ELISAにて測定した横隔膜筋組織中の IL-4 (pg/ml) に関して、LPSを投与した
WTマウスのWT-0の値は 149.1±17 pg/ml、WT-2の値は 170.8±27 pg/ml、WT-4
の値は 146.4±17.5 pg/ml、WT-24の値は 129.7±10.1 pg/ml であり、経時的変化は見
られなかった。MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は 151.3±21.5 pg/ml、
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MyD-2の値は 224.1±34.9 pg/ml、MyD-4の値は 133.7±18.2 pg/ml、MyD-24の値
は 150±10.9 pg/ml であり、MyD-0と比較しMyD-2で有意に上昇した (Fig 5-E) 。
ELISAにて測定した横隔膜筋組織中の IFN-γ (pg/ml) に関して、LPSを投与した
WTマウスのWT-0の値は 525.7±40 pg/ml、WT-2の値は 612.1±55.5 pg/ml、WT-4
の値は 587.3±44 pg/ml、WT-24の値は 462.2±33.8 pg/mlであり、経時的変化は見
られなかった。MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は 675.8±151 pg/ml、
MyD-2の値は 863.6±167.9 pg/ml、MyD-4の値は 696.8±137.8 pg/ml、MyD-24の
値は 764.8±150.2 pg/ml であり、MyD-0と比較しMyD-2で有意に上昇した (Fig 5-
F) 。 
 
6-2 IL-33の投与による反応 
6-2-1収縮特性 
 張力-周波数曲線におい IL-33を投与したWTマウスのWT-0のピーク値は
18.9±1.3 N/cm2、WT-2のピーク値は 15.9±1.7 N/cm2、WT-4のピーク値は 14.4±1.7 
N/cm2、WT-24のピーク値は 12.9±0.8 N/cm2であり、WT-0と比較しWT-4とWT-
24では有意に下方にシフトした (Fig 6-A) 。一方 IL-33を投与したMyD88 ノック
アウトマウスのMyD-0のピーク値は 22.3±1.4 N/cm2、MyD-2のピーク値は 23.3±1 
N/cm2、MyD-4のピーク値は 20.5±1.4 N/cm2、MyD-24のピーク値は 22.1±1.1 
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N/cm2であり、経時的変化は見られなかった (Fig 6-B) 。単一パルス刺激では単収
縮の大きさを示す Twitch Tension (TT, N/cm2) において、IL-33を投与したWTマ
ウスのWT-0の値は 4.7±0.4 N/cm2、WT-2の値は 4.3±0.3 N/cm2、WT-4の値は
4.1±0.4 N/cm2、WT-24の値は 3.1±0.3 N/cm2であり、WT-0と比較しWT-24では有
意に低下した。IL-33を投与したMyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は
6.4±0.3 N/cm2、MyD-2の値は 7.1±0.5 N/cm2、MyD-4の値は 7.3±0.4 N/cm2、
MyD-24の値は 5.4±0.7 N/cm2であり、経時的変化は見られなかった (Fig 7-A) 。
収縮開始からピークまでの時間を示す Contraction Time (CT, msec) において、IL-
33を投与したWTマウスのWT-0の値は 29.8±0.7 msec、WT-2の値は 28.8±1.4 
msec、WT-4の値は 30.9±1.9 msec、WT-24の値は 30.6±1.5 msecであり、MyD88
ノックアウトマウスのMyD-0の値は 38.4±1.6 msec 、MyD-2の値は 36.2±1.4 
msec、MyD-4の値は 38.5±1.1 msec、MyD-24の値は 36±1.1 msecであり、いずれ
の群も経時的変化は見られなかった (Fig 7-B) 。ピークから半分弛緩する時間を示
す Half Relaxation Time (HRT,msec) において、IL-33を投与したWTマウスの
WT-0の値は 29.2±1.3msec、WT-2の値は 32.7±1.6 msec、WT-4の値は 36.7±2.8 
msec、WT-24の値は 32.6±1.5 msecでありWT-0と比較しWT-4で有意に上昇し
た。MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 39.1±2.1 msec、MyD-2の値は
32.7±1.3 msec、MyD-4の値は 39±1.9 msec、MyD-24の値は 40±3 msecであり、
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MyD-0と比較しMyD-2で有意に低下した  (Fig 7-C)。刺激開始時の張力に対する
5分後の張力の比を示す Fatigability (%) において、IL-33を投与したWTマウスの
WT-0の値は 33.4±3%、WT-2の値は 31.1±2%、WT-4の値は 26.5±2.8%、WT-24の
値は 27±0.9%であり、MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 31.5±2.9%、
MyD-2の値は 29.3±2.9%、MyD-4の値は 28.8±2.9%、MyD-24の値は 29.2±3.2%で
あり、いずれの群も経時的変化は見られなかった (Fig 7-D) 。単一収縮の傾きを示
す TT/CT (N/cm2/sec) において、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は
156.5±11.5 N/cm2/sec、WT-2の値は 151.1±10.6 N/cm2/sec、WT-4の値は
132.4±11.1 N/cm2/sec、WT-24の値は 103.3±11.5 N/cm2/secでありWT-0と比較し
WT-24では有意に低下した。MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は
168.8±10.4 N/cm2/sec、MyD-2の値は 194.8±9.7 N/cm2/sec、MyD-4の値は
191.1±14.4 N/cm2/sec、MyD-24の値は 148.8±16.8 N/cm2/secであり、経時的変化
は見られなかった(Fig 7-E)。同様に単一収縮の傾きを示す (TT/2) /HRT (N/cm2/sec) 
において、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は 82.3±7.5 N/cm2/sec、WT-2
の値は 66.9±4.8 N/cm2/sec、WT-4の値は 56.8±5.6 N/cm2/sec、WT-24の値は
48.9±5.5 N/cm2/secでありWT-0と比較しWT-4とWT-24では有意に低下した。
MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は 84.6±7 N/cm2/sec、MyD-2の値は
108.5±6.1 N/cm2/sec、MyD-4の値は 94.8±7.3 N/cm2/sec、MyD-24の値は
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72.5±10.9 N/cm2/secであり、MyD-0と比較しMyD-2で上昇した (Fig 7-F) 。 
 
6-2-2 NADPH染色 
 NOSの局在を示すNADPH染色において、IL-33を投与したWTマウスのWT-0
の平均 Density値 (a.u.) は 125.9±2.8 a.u.、WT-2の値は 131.2±3.8 a.u.、WT-4の
値は 175.2±6.8 a.u.、WT-24の値は 196.8±5.1 a.u.であり、WT-0と比較しWT-4、
WT-24では有意に染色性が増強した。一方 IL-33を投与したMyD88 ノックアウト
マウスのMyD-0の平均 Density値 (a.u.) は 105.9±3.8 a.u.、MyD-2の値は
102±3.5 a.u.、MyD-4の値は 114.9±3.5 a.u.、MyD-24の値は 107.8±3.2 a.u.であ
り、経時的変化は見られなかった (Fig 8) 。 
 
6-2-3 IL-4,5,13, IFN-γの計測 
6-2-3-1 BALF中の IL-4,5,13, IFN-γの計測 
 ELISAにて測定した BALF中の IL-4 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWT
マウスのWT-0の値は 4.5±2.6 pg/ml、WT-2の値は 5.3±1.7 pg/ml、WT-4の値は
8.2±2.8 pg/ml、WT-24の値は 2.5±1.3 pg/mlであり、MyD88ノックアウトマウスの
MyD-0の値は 8.6±1.8 pg/ml、MyD-2の値は 5±2.1 pg/ml、MyD-4の値は 6.7±1.7 
pg/ml、MyD-24の値は 8.2±2.4 pg/mlであり、いずれの群も経時的変化は見られな
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かった (Fig 9-A) 。IL-5 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWTマウスのWT-0
の値は 28.7±0.3 pg/ml、WT-2の値は 32.4±2.5 pg/ml、WT-4の値は 32.5±1.3 
pg/ml、WT-24の値は 32.2±0.9 pg/ml であり、MyD88ノックアウトマウスのMyD-
0の値は 31.7±3.0 pg/ml、MyD-2の値は 33.7±5.4 pg/ml、MyD-4の値は 28±0.0 
pg/ml、MyD-24の値は 28.5±0.1 pg/ml であり、いずれの群も経時的変化は見られ
なかった (Fig 9-B) 。IL-13 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWTマウスのWT-
0の値は 5.4±0.7 pg/ml、WT-2の値は 6.9±0.9 pg/ml、WT-4の値は 7.9±1.6 pg/ml、
WT-24の値は 6.2±0.4 pg/ml であり、MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は
3.2±0.7 pg/ml、MyD-2の値は 2.4±0.5 pg/ml、MyD-4の値は 2.7±0.3 pg/ml、MyD-
24の値は 3.7±0.9 pg/ml であり、いずれの群も経時的変化は見られなかった (Fig 9-
C) 。IFN-γ (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は
37.3±7.4 pg/ml、WT-2の値は 57.1±9.8 pg/ml、WT-4の値は 100.8±17.9 pg/ml、
WT-24の値は 55.8±4.5 pg/ml であり、MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は
83.9±13.2 pg/ml、MyD-2の値は 80.2±10 pg/ml、MyD-4の値は 100.3±7.5 pg/ml、
MyD-24の値は 98.6±12.4 pg/ml であり、いずれの群も経時的変化は見られなかった 
(Fig 9-D) 。 
 
6-2-3-2 肺組織の IL-4,5,13, IFN-γの計測 
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ELISAにて測定した肺組織中の IL-4 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWTマ
ウスのWT-0の値は 90.2±21.6 pg/ml、WT-2の値は 114.4±20 pg/ml、WT-4の値は
120±18.2 pg/ml、WT-24の値は 103±26.1 pg/ml であり、MyD88ノックアウトマウ
スのMyD-0の値は 90.1±11.5 pg/ml、MyD-2の値は 77.5±12.4 pg/ml、MyD-4の値
は 77.7±12.5 pg/ml、MyD-24の値は 75.6±11.6 pg/mlであり、いずれの群も経時的
変化は見られなかった (Fig 10-A) 。IL-5 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWT
マウスのWT-0の値は 56.9±3.3 pg/ml、WT-2の値は 101.2±16.5 pg/ml、WT-4の値
は 164.7±15 pg/ml、WT-24の値は 82.4±10.7 pg/ml であり、WT-0と比較しWT-2
とWT-4では有意に上昇した。MyD88ノックアウトマウスのMyD-0の値は
44.3±4.6 pg/ml、MyD-2の値は 39.9±1.1 pg/ml、MyD-4の値は 41.6±0.5 pg/ml、
MyD-24の値は 46.8±3.4 pg/mlであり、経時的変化は見られなかった (Fig 10-
B) 。IL-13 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は
34.8±17.1 pg/ml、WT-2の値は 187.3±98.1 pg/ml、WT-4の値は 211.2±44.4 
pg/ml、WT-24の値は 17±3.4 pg/mlであり、WT-0と比較しWT-2とWT-4では有
意に上昇した。MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は 51.4±20.2 pg/ml、
MyD-2の値は 25±16.8 pg/ml、MyD-4の値は 31±23.4 pg/ml、MyD-24の値は
12.8±2.7 pg/ml であり、経時的変化は見られなかった (Fig 10-C) 。IFN-γ (pg/ml) 
に関して、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は 545.5±88.2 pg/ml、WT-2の
35 
 
値は 643.6±75.4 pg/ml、WT-4の値は 692.2±89.3 pg/ml、WT-24の値は 569.2±40.1 
pg/ml であり、MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は 578±98.1 pg/ml、
MyD-2の値は 524.8±98.6 pg/ml、MyD-4の値は 485.3±95.3 pg/ml、MyD-24の値
は 501.6±77.2 pg/mlであり、いずれの群も経時的変化は見られなかった (Fig 10-
D) 。 
 
6-2-3-3 横隔膜筋の IL-4,5,13, IFN-γの計測 
 ELISAにて測定した横隔膜筋組織中の IL-4 (pg/ml) に関して、IL-33を投与した
WTマウスのWT-0の値は 164.2±21.6 pg/ml、WT-2の値は 181.3±35.4 pg/ml、WT-
4の値は 152.6±31.5 pg/ml、WT-24の値は 137.5±25.7 pg/mlであり、MyD88ノッ
クアウトマウスのMyD-0の値は 155.1±36.8 pg/ml、MyD-2の値は 139.5±38.6 
pg/ml、MyD-4の値は 138.7±28.9 pg/ml、MyD-24の値は 132.8±26.3 pg/ml であ
り、いずれの群も経時的変化は見られなかった (Fig 11-A) 。IL-5 (pg/ml) に関し
て、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は 46.5±3.5 pg/ml、WT-2の値は
113.9±23.9 pg/ml、WT-4の値は 172.6±43 pg/ml、WT-24の値は 57.7±16 pg/mlで
あり、WT-0と比較しWT-2とWT-4では有意に上昇した。MyD88ノックアウトマ
ウスのMyD-0の値は 40.4±4.6 pg/ml、MyD-2の値は 40.3±4.6 pg/ml、MyD-4の値
は 42.7±5.3 pg/ml、MyD-24の値は 38.5±0.1 pg/ml であり、経時的変化は見られな
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かった (Fig 11-B) 。IL-13 (pg/ml) に関して、IL-33を投与したWTマウスのWT-0
の値は 13.7±4.8 pg/ml、WT-2の値は 151.9±49.4 pg/ml、WT-4の値は 100.1±60.7 
pg/ml、WT-24の値は 12.5±4.8 pg/ml であり、WT-0と比較しWT-2とWT-4では有
意に上昇した。MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値は 7.3±0.8 pg/ml、MyD-
2の値は 4.9±1.4 pg/ml、MyD-4の値は 6.5±1.9 pg/ml、MyD-24の値は 7.8±0.7 
pg/ml であり、経時的変化は見られなかった (Fig 11-C) 。IFN-γ (pg/ml) に関し
て、IL-33を投与したWTマウスのWT-0の値は 897.9±50 pg/ml、WT-2の値は
870.9±67.4 pg/ml、WT-4の値は 890.5±81.1 pg/ml、WT-24の値は 797±22.3 pg/ml
であり、経時的変化は見られなかった。MyD88 ノックアウトマウスのMyD-0の値
は 788.9±46.3 pg/ml、MyD-2の値は 709.6±76.5 pg/ml、MyD-4の値は 710±39.5 
pg/ml、MyD-24の値は 564±47.2 pg/ml であり、MyD-0と比較しMyD-24では有意
に低下した。(Fig 11-D) 。 
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7. 考察 
 本研究では、MyD88 ノックアウトマウス及びWTマウスを用いて LPSと IL-33投
与による横隔膜筋収縮低下反応がMyD88を介したシグナル伝達経路なのかを明らか
にする目的で研究を行った。 
 
MyD88ノックアウトマウス及びWTマウスに対する LPS投与 
LPS 投与により、WT マウスでは経時的な横隔膜筋収縮の低下が見られ、一方で
MyD88 ノックアウトマウスでは低下が見られなかった。このことから、横隔膜筋収
縮低下反応はMyD88伝達経路を介していることが明らかとなった。LPS投与による
横隔膜筋の NOSの局在において、WTマウスでは経時的な上昇が見られ、MyD88ノ
ックアウトマウスでは経時的な上昇が確認されなかったことから、横隔膜筋における
NOS 誘導は MyD88 シグナル伝達経路を介していることが確認された。WT マウス
に対する LPS 投与による横隔膜筋収縮低下と横隔膜筋における NOS の上昇が経時
的が経時的に起こっていることは、過去に当研究室の報告から報告されており、その
結果と一致している 75) 。一方過去に LPS 投与による横隔膜筋収縮低下と横隔膜筋
における NOS の産生のシグナル伝達経路が MyD88 経路であるのか、それとも異な
る経路なのかについて検討された報告はされていない。LPS投与による横隔膜筋収縮
38 
 
低下が生じるメカニズムとして TNF-α と NOS が関わっていると考えられる。TNF-
αに関しては LPS投与により横隔膜筋での TNF-αが上昇し、TNF-αが横隔膜筋収縮
力の低下に関わることも報告されていることから 1) 、TNF-αを介した作用であるこ
とが考えられる。しかしながら、本研究においては TNF-α を測定していないことか
ら、横隔膜筋における TNF-α の発現や、他のサイトカイン発現との違いについて直
接的に比較することができない点で本研究の限界であると考えている。NOS に関し
ては、LPS 投与により NOS が上昇し、NOS が横隔膜筋の収縮を低下させたものと
考える。NOSが横隔膜筋の収縮を低下させ、NOSの産生を低下させると横隔膜筋の
収縮力が回復するという報告がされていることから、NOS が横隔膜筋収縮の低下に
おいて重要であると思われる 80)。また、LPS 投与による NOS の上昇が生じるメカ
ニズムとして、TLR4に LPSが結合し、MyD88 シグナル伝達経路を介して、細胞内
の NF-κB を活性化し NOS の誘導が生じていると考えられる。LPS と NOS 誘導に
関するメカニズムについては、過去に報告がされている 81) 。MyD88 ノックアウト
マウスでは、LPSを投与してもMyD88シグナル経路が遮断されているために、横隔
膜筋の収縮減弱や、NOS の誘導が生じなかったと考えられる。WT マウス群で肺組
織の IL-4 と IFN-γ は一過性に上昇しており、MyD88 ノックアウトマウス群で肺組
織の IL-4が、横隔膜筋組織の IL-4と IFN-γが一過性に上昇していた。肺組織と横隔
膜筋組織における Type1 及び Type2 免疫に関わるサイトカイン産生は MyD88 依存
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経路だけではない別のシグナル経路の関与も考えられる。過去の報告で LPS のシグ
ナル経路は MyD88 依存経路と非依存経路が報告されていることから 82) 、MyD88
ノックアウトマウスでの一過性のサイトカイン上昇は、MyD88 非依存経路の関与も
考えられる。 
 
LPS 投与によるサイトカインと横隔膜筋収縮低下反応、NOS の亢進のシグナル伝達
の違いについて 
 本研究において、LPS 投与により WT マウスでは 2 時間、4 時間、24 時間と経時
的な横隔膜筋収縮の低下、NOSの亢進が見られたが、IL-4や IFN-γの変化について
BALF中や横隔膜筋組織中では有意な変動がなく、肺組織においても一過性の上昇が
見られたのみで、経時的な上昇は見られなかった。BALF中にサイトカインレベルの
上昇が見られなかったのは、今回の実験において投与した LPS は単回の腹腔内投与
であることと OVA 投与モデルなどの気道炎症モデルとは異なるモデルであることか
ら、本研究において気道の炎症が生じず、肺の一過性の炎症が見られたことが考えら
れる。LPS 投与による 24 時間までのリンパ球からの Th1 サイトカインと Th2 サイ
トカインの産生について検討した Lauw らの報告では 83) 、LPS 投与によりリンパ
球からの Th1 サイトカインである IFN-γ の放出は 0 時間と比較して 3 時間後、6 時
間後、24 時間後で有意に低下していた。Th2 サイトカインである IL-5 は LPS 投与
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後 6 時間後に有意に上昇しており、IL-4 については有意ではなかったものの、LPS
投与後 6 時間後をピークに上昇しており、24 時間後には 0 時間と同等のレベルまで
低下していた。本研究においても肺組織中の IL-4 レベルが 2 時間後に一過性に上昇
し、その後低下し 24 時間後においては 0 時間と同等レベルまで低下していたことと
近い結果が得られている。また、Th1サイトカインである IFN-γについて、Lauwら
の報告では LPS 投与後 3 時間後に 0 時間と比較し低下していた。本研究の結果では
4時間後に一過性に IFN-γが上昇していた。Lauwらの報告においては、リンパ球か
らのサイトカイン産生を検討しているため、本研究における BALF、肺組織、横隔膜
筋組織でのサイトカインレベルとは異なる実験系であるため、Th1サイトカインであ
る IFN-γ の変動に関しては、本研究の結果と Lauw らの報告とで異なっているもの
と考えられる。また LPS 投与による 72 時間後までの Th1 サイトカインと Th2 サイ
トカイン産生の違いについて検討した Mukherjee らの報告では 84) 、LPS でマクロ
ファージを刺激した際のサイトカイン産生において、Th1サイトカインである TNF-
α は LPS 投与後 1 時間後から 8 時間後まで上昇し、24 時間後では低下していた。一
方、Th2 サイトカインである IL-4 は 24 時間後まではマクロファージから放出され
ず、36 時間後以降から 72 時間後まで経時的に上昇していた。Mukherjee らは LPS
投与後の依存経路なのか、異なる経路かによって NF-κB を介した炎症反応を生じさ
せる時間がことなり、MyD88 依存経路では比較的早い時間に Th1サイトカインであ
41 
 
る TNF-αの産生が生じ、TRAMが関わる経路では比較的時間をかけて Th2サイトカ
インである IL-4の産生が生じたと結論付けた。Mukherjeeらの報告では IFN-γの変
動に関しては検討していないが、IFN-γ と同じ Th1 サイトカインである TNF-α が 1
時間後から上昇し、24 時間後には低下している点において、4 時間後に IFN-γ が上
昇し、24 時間後に低下した本研究の結果と類似している。Th2 サイトカインの産生
については、本研究の結果と異なっており、本研究の結果では肺組織の IL-4 が 2 時
間後に一過性に上昇し、24時間後に低下していたが、Mukherjeeらの報告では 36時
間後以降に上昇していた。Mukherjeeらの実験ではマクロファージからのサイトカイ
ン放出を検討しており、本研究では肺組織での検討であるため、実験系の違いが結果
の違いに表れているものと考えられる。また Lauw らの報告と Mukherjee らの報告
の間でも結果に違いがあり、Lauwらの報告では LPS投与によりリンパ球からの Th1
サイトカインの産生は抑制され、Th2 サイトカインの産生は速やかに亢進していた。
一方、Mukherjeeらの報告では LPS投与によりマクロファージからの Th1サイトカ
インの産生は速やかに亢進し、Th2 サイトカインの産生はゆっくりと亢進していた。
この違いについては、リンパ球を用いたかマクロファージを用いたかの違いが結果の
違いに影響していると考えられる。マクロファージは Th1 サイトカインの産生に大
きく関わり、一方でリンパ球系の細胞は Th2細胞、ILC2など Th2サイトカインの産
生に関わることが報告されている 85) 。そのことから、LPS 投与による肺組織での
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Th2サイトカインはリンパ球系からの産生がメインで、Th1サイトカインはマクロフ
ァージからの産生がメインであることが考えられる。そのため、Th2サイトカインの
IL-4が Lauwらの報告と同様にリンパ球メインで産生され肺組織で一過性に上昇し、
Th1サイトカインの IFN-γがMukherjeeらの報告と同様にマクロファージメインで
産生され、肺組織で一過性に上昇したと考える。しかしながら、本研究では 24 時間
後以降のサイトカインの産生については検討していないことと、マクロファージとリ
ンパ球からのサイトカイン産生についての検討をしていないことから、直接結論する
ことができない点で本研究の限界であると考えている。また、本研究で LPS を投与
したMyD88ノックアウトマウスの肺組織で IL-4レベルが、横隔膜筋組織で IL-4レ
ベルと IFN-γ が一過性に上昇していた。LPS のシグナリングに関しての報告では、
NF-κBからの IL-4, IL-5, IL-13などの Th2サイトカインやインターフェロンの産生
は MyD88 経路ではなく、TRIF 経路の関与がメインであると考えられている 64,84) 。
そのため、LPS を投与した MyD88 ノックアウトマウスの肺組織で IL-4 レベルが、
横隔膜筋組織で IL-4レベルと IFN-γが一過性に上昇していたものと考える。LPS投
与による横隔膜筋収縮低下とNADPH染色によるにNOSの活動性ついては、MyD88
依存経路がメインであり、IRAK, TRAF-6, MAPKの刺激系を通して TNF-αやNOS
が上昇し、横隔膜筋収縮の低下に関わっていることが推察される。そのため、サイト
カインの産生は TRIF 経路を介して一過性に上昇し、横隔膜筋収縮低下と NOS の亢
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進は MyD88 依存経路を介して 24 時間後まで継続していたという、シグナル伝達経
路の違いが原因にあるものと考える。(Fig 12-A) 
 
MyD88ノックアウトマウス及びWTマウスに対する IL-33投与 
IL-33 の投与により、WT マウスでは経時的な横隔膜筋収縮の低下が確認されて、
MyD88 ノックアウトマウスでは低下が確認されなかった。これにより IL-33 投与の
横隔膜筋収縮低下反応は LPS 投与研究と同様に MyD88 依存のシグナル経路を介し
ていることが明らかとなった。IL-33の投与による横隔膜筋のNOSの局在において、
WT マウスでは経時的な上昇が見られ、MyD88 ノックアウトマウスでは経時的な上
昇が確認されなかったことから、横隔膜筋における IL-33投与での NOS誘導は LPS
投与研究と同様に MyD88 シグナル伝達経路が主な経路であることが確認された。
WT マウス群で IL-33 投与により肺組織と横隔膜筋の IL-5 と IL-13 が一過性に上昇
しており、MyD88 ノックアウトマウス群では上昇が見られなかったことから、肺組
織と横隔膜筋における Type2 免疫に関わるサイトカイン産生は、横隔膜筋収縮減弱
反応や、NOSの誘導と同様にMyD88依存経路が関与していると考えられる。IL-33
投与による横隔膜筋収縮低下が生じるメカニズムとして TNF-α と NOS が関わって
いると考えられる。TNF-αについては IL-33投与により TNF-αの上昇が報告されて
おり 59) 、また TNF-α が横隔膜筋収縮力の低下に関わることも報告されていること
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から 1) 、LPS 投与による反応と同様に TNF-α を介した作用であることが考えられ
る。しかしながら、本研究においては TNF-αを測定していないことから、IL-33の投
与による横隔膜筋や肺組織での TNF-α の発現や、他のサイトカイン発現との違いに
ついて直接的に比較することができない点で本研究の限界であると考えている。NOS
に関しては、腹腔内への IL-33 投与により脂肪組織から ILC2 から Th2 サイトカイ
ンである IL-13 が産生され 25) 、IL-13 が STAT6 を介して NOS を産生させ、NOS
が横隔膜筋の収縮低下に至ったと考えられる。NOS が横隔膜筋の収縮を低下させ、
NOS の産生を低下させると横隔膜筋の収縮力が回復するという報告がされているこ
とから、NOS が横隔膜筋収縮の低下において重要であると思われる 80)。IL-33 投与
による NOS の上昇が生じるメカニズムとして、受容体である ST2 と IL-1RAcp に
IL-33 が結合し、MyD88 シグナル伝達経路を介して、IL-13 サイトカインを産生し、
IL-13 が STAT6 を活性化し NOS の誘導に至ったと考えられる。本研究においても
IL-33 投与により、肺組織と横隔膜筋組織において IL-13 が上昇していた。IL-33 に
よる NOS 誘導や IL-13 による NOS 誘導に関するメカニズムについては、過去に報
告がされている 65,67,86) 。MyD88 ノックアウトマウスでは、IL-33 を投与しても
MyD88シグナル経路が遮断されているために、横隔膜筋の収縮減弱や、NOSの誘導、
IL-5、IL-13の上昇が生じなかったと考えられる。今回に研究は、IL-33を 0.2 μg腹
腔内投与した研究であるが、過去に横隔膜筋研究において IL-33を投与した研究が行
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われていなかったことから、今回の研究では過去に報告された文献を参考に用量を設
定した 59,69) 。しかしながら、研究のデザインに関してコントロール(Vehicle)の設定
を行っていないことと、横隔膜筋への影響を与えうる用量の検討に際して、複数の用
量での検討を行っていない点が本研究の限界であると考えられる。 
 
IL-33 投与によるサイトカインと横隔膜筋収縮低下反応、NOS の亢進のシグナル伝
達の違いについて 
 本研究において、IL-33の投与によりWTマウスでは 2時間、4時間、24時間と経
時的な横隔膜筋収縮の低下、NOS の亢進が見られ、かつ一過性であるがサイトカイ
ンの上昇が見られた。IL-4, IL-5, IL-13 や IFN-γ の変化について BALF 中ではいず
れのサイトカインも有意な変動がなかった点において、今回の実験において投与した
IL-33 が単回の腹腔内投与であることと OVA 投与モデルなどの気道炎症モデルとは
異なったモデルであることから、本研究において気道の炎症が生じず、肺と横隔膜筋
の一過性の炎症が見られたことが考えられる。また、肺組織、横隔膜筋組織の IL-5や
IL-13 については有意な上昇が見られ、同じ Th2 サイトカインである IL-4 について
は有意な上昇が見られなかったことについて、過去の報告でも IL-33により刺激され
放出される Th2サイトカインは IL-5と IL-13であり、IL-4についての報告がされて
いないことから 65,87) 、本研究の結果と一致する。WTマウスにおいて IL-33投与に
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より肺組織と横隔膜筋組織のサイトカインが上昇し横隔膜筋収縮の低下や NOS の亢
進が見られ、MyD88 ノックアウトマウスではそのような反応が見られなかった点に
おいて、サイトカイン上昇と横隔膜筋収縮低下、NOS の亢進が WT マウスのみに見
られた点ではLPS投与時の反応とは異なっている。その理由として考えられるのは、
IL-33のシグナル伝達経路がMyD88経路しかないからであると考えられる。LPSの
シグナル経路と異なり、IL-33 のシグナル経路は MyD88 経路しか報告されてない
26,65,66) 。IL-33による横隔膜筋収縮低下反応は LPSによる反応と同様に TNF-α 
と NOSの増加を介して生じているものと考えられる (Fig 12-B) 。 
 
疾患の病態解明、治療への応用 
 本研究では、LPS と IL-33 を WT マウスと MyD88 ノックアウトマウスに対して
投与し、シグナル伝達経路について検討した。サイトカインの産生や横隔膜筋収縮低
下との違いについても検討を行った。本研究の結果により、LPSが関係する疾患にお
けるシグナルと横隔膜筋収縮低下についての解明の一端を担う成果であると考える。
また、IL-33 が関係する疾患である気管支喘息、アレルギー性鼻炎、アトピー性皮膚
炎などのアレルギー疾患や他の様々な疾患（慢性関節リウマチ、ウイルス感染、神経
疾患など）多くの疾患の IL-33上昇に伴うシグナルと横隔膜筋収縮低下についての解
明の一端を担う成果であると考えられる。治療への応用として LPS や IL-33 による
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横隔膜筋収縮低下に関係する因子が NOS と TNF-α であることから、NOS の産生や
TNF-α の産生をブロックする治療により、横隔膜筋の収縮減弱至る疾患に罹患した
場合において、致死的な横隔膜筋収縮低下、呼吸不全を予防できる可能性が期待でき
る。 
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8. 結論 
 LPS及び IL-33投与において、WTマウスでは横隔膜筋の収縮低下をきたし、筋
疲労を生じることが明らかとなった。一方、MyD88 ノックアウトマウスでは、横隔
膜筋の収縮低下がみられなかった。MyD88を介したシグナル伝達経路が横隔膜筋収
縮低下反応において主に関与していることが示された。 
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12. 図表 
 Fig. 1 シグナル伝達経路 
（A） LPSによるシグナル伝達経路 
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Fig. 1 シグナル伝達経路 
（B） IL-33によるシグナル伝達経路 
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 Fig. 2 LPS投与での横隔膜筋の張力-周波数曲線 
（A） WTマウスへの LPS投与による横隔膜筋の張力-周波数曲線 
 
WTマウスのWT-4、WT-24のピーク時の張力はWT-0と比較して有意に低下していた 
(ピーク時の張力 ##p < 0.01, ###p < 0.001) 。 
 
それぞれの周波数における張力 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
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Fig. 2 LPS投与での横隔膜筋の張力-周波数曲線 
（B） MyD88ノックアウトマウスへの LPS投与による横隔膜筋の張力-周波数曲線 
 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な低下は見られなかった。 
 
それぞれの周波数における張力 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
  
69 
 
Fig. 3 LPS投与での横隔膜筋の収縮特性 
（A） 単一パルス刺激による収縮波形 (Twitch Tension, N/cm2) 
 
WTマウスにおける単一収縮の収縮波形のWT-4とWT-24はWT-0と比較して有意に低
下していた (それぞれ p < 0.05, p < 0.001) 。MyD88ノックアウトマウスにおける単一収
縮の収縮波形のMyD-24はMyD-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.05) 。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 3 LPS投与での横隔膜筋の収縮特性 
（B） 収縮開始からピークまでの時間 (Contraction Time, msec) 
 
WTマウスにおいて、WT-24はWT-0と比較して有意に低下していた (p < 0.05) 。 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 3 LPS投与での横隔膜筋の収縮特性 
（C） ピークから半分弛緩する時間 (Half Relaxation Time, msec) 
 
WTマウスにおいて、WT-24はWT-0と比較して有意に低下していた (p < 0.05) 。  
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 3 LPS投与での横隔膜筋の収縮特性 
（D） 5分後の張力と開始時張力に対する比である疲労度 (Fatigability, %) 
 
WT マウスにおいて WT-24 は WT-0 と比較して有意に上昇していた  (p < 0.001) 。 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 3 LPS投与での横隔膜筋の収縮特性 
（E） 単一収縮の傾きを示す TT/CT (N/cm2/sec) 
 
WTマウスにおいて、WT-4とWT-24はWT-0と比較して有意に低下していた (p < 0.01) 。
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 3 LPS投与での横隔膜筋の収縮特性 
（F） 単一収縮の傾きを示す (TT/2) /HRT (N/cm2/sec) 
 
WTマウスにおいて、WT-24ではWT-0と比較して有意に低下していた (p < 0.05) 。
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 4 LPS投与でのNADPH染色による平均 Density値 
 
 
 
 
WTマウスにおいてWT-2、WT-4、WT-24の平均 Density値はWT-0と比較して、有意
に上昇していた  (それぞれ p < 0.001) 。 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 5 LPS投与での ELISAによるサイトカインレベル 
（A） BALF中の IL-4レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 5 LPS投与での ELISAによるサイトカインレベル 
（B） BALF中の IFN-γレベル 
 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 5 LPS投与での ELISAによるサイトカインレベル 
（C） 肺組織中の IL-4レベル 
 
 
WTマウスのWT-2はWT-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.01) 。 
MyD88ノックアウトマウスのMyD-2はMyD-0と比較して有意に上昇していた (p < 
0.05) 。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 5 LPS投与での ELISAによるサイトカインレベル 
（D） 肺組織中の IFN-γレベル 
 
WTマウスのWT-4はWT-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.001) 。 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 5 LPS投与での ELISAによるサイトカインレベル 
（E） 横隔膜筋中の IL-4レベル 
 
WTマウスでは有意な変化は見られなかった。MyD88ノックアウトマウスにおいて
MyD-2はMyD-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.01) 。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 5 LPS投与での ELISAによるサイトカインレベル 
（F） 横隔膜筋中の IFN-γレベル 
 
WTマウスでは有意な変化は見られなかった。 MyD88 ノックアウトマウスにおいて
MyD-2はMyD-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.05) 。 
 
 
 (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 6 IL-33投与での横隔膜筋の張力-周波数曲線 
（A） WTマウスへの IL-33投与による横隔膜筋の張力-周波数曲線 
  
WTマウスのWT-4、WT-24のピークの張力はWT-0と比較して有意に低下していた  
(ピーク時の張力 #p < 0.05, ###p < 0.001) 。 
それぞれの周波数における張力 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001  
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Fig. 6 IL-33投与での横隔膜筋の張力-周波数曲線 
（B） MyD88ノックアウトマウスへの IL-33投与による横隔膜筋の張力-周波数曲線 
 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変動は見られなかった。 
 
それぞれの周波数における張力 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 
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Fig. 7 IL-33投与での横隔膜筋の収縮特性 
（A） 単一収縮の収縮波形 (Twitch Tension, N/cm2) 
 
WTマウスにおいてWT-24はWT-0に比較して有意に低下していた (p < 0.05) 。 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 7 IL-33投与での横隔膜筋の収縮特性 
（B） 収縮開始からピークまでの時間 (Contraction Time, msec) 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 7 IL-33投与での横隔膜筋の収縮特性 
（C） ピークから半分弛緩する時間 (Half Relaxation Time, msec) 
 
WTマウスのWT-4はWT-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.01) 。 
MyD88ノックアウトマウスのMyD-2はMyD-0と比較して有意に低下していた (p < 
0.05) 。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 7 IL-33投与での横隔膜筋の収縮特性 
（D） 5分後の張力と開始時張力に対する比である疲労度 (Fatigability, %) 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 7 IL-33投与での横隔膜筋の収縮特性 
（E） 単一収縮の傾きを示す TT/CT (N/cm2/sec) 
 
WTマウスのWT-24でWT-0と比較して有意に低下していた (p < 0.01) 。  
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 7 IL-33投与での横隔膜筋の収縮特性 
（F） 単一収縮の傾きを示す (TT/2)/HRT (N/cm2/sec) 
 
WTマウスのWT-4とWT-24でWT-0と比較して有意に低下していた (p < 0.01, p < 
0.001) 。MyD88ノックアウトマウスにおいて、MyD-2はMyD-0と比較して有意に上昇
していた (p < 0.05) 。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 8 IL-33投与での NADPH染色による平均 Density値 
 
 
 
 
WTマウスにおいてWT-4、WT-24の平均 Density値はWT-0と比較して有意に上昇し
ていた  (それぞれ p < 0.001) 。MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られな
かった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 9 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (BALF) 
（A） IL-4レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 9 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (BALF) 
（B） IL-5レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
 
  
93 
 
Fig. 9 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (BALF) 
（C） IL-13レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 9 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (BALF) 
（D） IFN-γレベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 10 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (肺組織) 
（A） IL-4レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 10 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (肺組織) 
（B） IL-5レベル 
 
WTマウスのWT-2とWT-4でWT-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.05, p < 
0.001) 。MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 10 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (肺組織) 
（C） IL-13レベル 
 
WTマウスのWT-2とWT-4でWT-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.001) 。 
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 10 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (肺組織) 
（D） IFN-γ レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 11 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (横隔膜筋組織) 
（A） IL-4レベル 
 
WTマウス、MyD88ノックアウトマウスのいずれの群でも有意な変化は見られなかっ
た。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 11 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (横隔膜筋組織) 
（B） IL-5レベル 
 
WTマウスのWT-2とWT-4でWT-0と比較して有意に上昇していた (p < 0.001) 。  
MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 11 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (横隔膜筋組織) 
（C） IL-13レベル 
 
WTマウスのWT-2とWT-4でWT-0と比較して有意に上昇していた(p < 0.01, p < 
0.05)。 MyD88ノックアウトマウスでは有意な変化は見られなかった。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 11 IL-33投与での ELISAによるサイトカインレベル (横隔膜筋組織) 
（D） IFN-γ レベル 
 
WTマウスでは有意な変化は見られなかった。MyD88ノックアウトマウスのMyD-24で
MyD-0と比較して有意に低下していた(p < 0.01)。 
 
(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) 
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Fig. 12 シグナル伝達経路 
（A） LPSによるシグナル伝達経路 
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Fig. 12 シグナル伝達経路 
（B） IL-33によるシグナル伝達経路 
 
 
 今回の研究で明らかにしたこと 
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